再生障碍性贫血（AA）是一种少见的骨髓造血衰竭综合征。骨髓造血干／祖细胞池在异常活化的自身细胞毒性T淋巴细胞及其释放的细胞因子作用下进行性萎缩，致外周血细胞不同程度减少，感染、出血风险升高，严重者危及生命。对于重型和极重型AA（SAA/VSAA）患者，明确诊断后须尽早行异基因造血干细胞移植或免疫抑制治疗（IST）已取得共识；但对非重型AA (NSAA）开始治疗的时机及治疗方案的选择尚未达成一致，尤其输血依赖NSAA（TD-NSAA）不仅缺乏明确定义，而且有关TD-NSAA患者接受IST疗效的报告也较少。迄今仅两项前瞻性研究报告了TD-NSAA患者一线接受IST的结果[@b1]--[@b2]。本研究中，我们回顾性分析125例TD-NSAA患者临床资料，比较抗人胸腺／淋巴细胞球蛋白（ATG/ALG）联合环孢素A (CsA）的标准IST方案与CsA联合雄激素治疗的疗效及生存情况，现报道如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：回顾性分析2007年8月至2014年9月我院贫血诊疗中心住院收治的TD-NSAA患者临床资料。参考德国AA研究组和欧洲SAA血液与骨髓移植工作组（EBMT SAA工作组）关于TD-NSAA的诊断标准[@b2]，本研究TD-NSAA诊断标准为：符合Camitta NSAA标准[@b3]，且外周血PLT\<20 × 10^9^/L或HGB\<80 g/L或ANC\<0.5×10^9^/L。入组标准：前期未曾接受AA针对性治疗或应用CsA、雄激素不超过2周。排除标准：①先天性骨髓造血衰竭；②伴有明显临床或生化溶血检查证据的阵发性睡眠性血红蛋白尿（PNH）克隆；③伴有克隆性细胞遗传学异常；④因并发其他系统或脏器功能异常不能足量接受CsA治疗；⑤依从性不佳未能按方案完成至少3个月治疗；⑥加用了其他未知成分的单剂或混合制剂治疗。共纳入125例TD-NSAA患者，其中48例一线接受ATG/ALG联合CsA的标准IST方案，77例一线接受CsA联合雄激素治疗。

2．治疗方法：猪源ALG（p-ALG，中国武汉生物制品所产品）20 mg·kg^−1^·d^−1^或兔源ATG (r-ATG，美国Genzyme公司产品）3.5 mg·kg^−1^·d^−1^，静脉滴注，连用5 d。CsA起始剂量为3 mg·kg^−1^·d^−1^，每12 h 1次分量口服。给药1周后检测CsA血药浓度并调整剂量使CsA血清谷浓度维持在150\~250 µg/L，峰浓度维持在700\~1 000 µg/L。雄激素为司坦唑醇片或达那唑片，司坦唑醇片用量儿童患者为2\~4 mg/d，成人患者为6\~8 mg/d，分次口服；达那唑片用量儿童患者为200\~400 mg/d，成人患者为600 mg/d，分次口服。CsA及雄激素维持应用至患者获得血液学反应，血常规参数稳定至少3个月后开始缓慢减量，约每3个月减量1次，CsA每次减量25\~50 mg/d，雄激素每次减量日总量的1/3，根据前次减量后患者病情决定减量间期和剂量。

3．疗效判定：疗效判断标准参照文献[@b4]并增加良好部分反应（GPR），具体如下：①完全治疗反应（CR）：HGB\>100 g/L、PLT\>100×10^9^/L且ANC\>1.5× 10^9^/L。②GPR：脱离血制品输注依赖，HGB\>100 g/L、PLT\>50×10^9^/L且ANC\>1.0×10^9^/L。③部分治疗反应（PR）：脱离血制品输注依赖，血常规指标未达GPR标准。④无治疗反应（NR）：患者未脱离血制品输注依赖，血液学检查仍符合TD-NSAA标准，或疾病进展。CR、GPR、PR为获得血液学反应，CR、GPR为获得良好血液学反应。定义开始治疗后12个月内获得血液学反应者为有治疗反应。治疗开始至少3个月后未获治疗反应而接受二次IST或HSCT以及治疗12个月后获得治疗反应均视为一线治疗失败。复发定义为获得治疗反应且疗效维持时间至少达3个月患者血常规指标再次下降，需要恢复初始足量治疗，或再出现血制品输注依赖。患者因CsA减量过程中出现短暂血常规指标轻度下降，恢复CsA至前一剂量水平后血常规指标再恢复至原治疗反应水平，不视为复发。治疗3个月内死亡定义为早期死亡，并视为未获治疗反应，纳入疗效评定分析。

4．随访：在获得治疗反应前，每周至少检测2次血常规，每月进行肝肾功能检测，治疗后3、6及12个月进行骨髓细胞形态学、细胞遗传学检查及流式细胞术外周血细胞PNH克隆检测（2009年以前以粒细胞和成熟红细胞CD55^+^、CD59^+^细胞率小于95％为新发PNH克隆，2009年以后以Flaer方法出现\>1%粒细胞或单核细胞阴性为新发PNH克隆）以评定疗效、监测疾病演变。此后至少每6个月随访1次。末次随访时间为2015年5月6日，中位随访33 (0.4\~93）个月。125例患者中20例失访，其中ATG/ALG联合CsA组失访6例，CsA联合雄激素组失访14例。总生存（OS）时间为诊断至患者死亡或末次随访时间；无事件生存（PFS）时间为诊断至发生任何事件或末次随访时间，事件包括：治疗无效、复发、新发克隆性染色体异常、溶血性PNH、MDS/AML转化、实体肿瘤、死亡。

5．统计学处理：采用SPSS 22.0统计软件进行分析。基线特征中定量资料及脱离血制品输注时间的比较采用Mann-Whitney *U*检验，分类资料的比较采用行×列卡方检验；不同治疗组间早期死亡及治疗反应比较采用Fisher确切概率法；多因素分析采用Logistic回归；生存分析采用Kaplan-Meier法，以Log-rank检验比较组间差异。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．基线特征：125例TD-NSAA患者中，男70例，女55例，男女比为1.27∶1；中位年龄27 (6\~66）岁。中位诊断至治疗间期为50 (1\~176) d。HGB中位数为67 (27\~117) g/L，ANC中位数为0.85（0.24\~4.25）×10^9^/L，PLT中位数为15 (2\~61）×10^9^/L，网织红细胞绝对计数中位数为33.2（14.6\~90.0）×10^9^/L。单纯红细胞输注依赖24例（19.2%），单纯血小板输注依赖13例（10.4%），红细胞与血小板均输注依赖84例（67.2%），ANC\<0.5×10^9^/L同时红细胞输注依赖4例（3.2%）。48例接受ATG/ALG联合CsA方案治疗，77例接受CsA联合雄激素治疗，两组患者基线特征比较见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 不同治疗方案组输血依赖非重型再生障碍性贫血患者基线特征比较

  基线特征                               ATG/ ALG+CsA 组（48例）   CsA +雄激素组（77例）     *P*值
  -------------------------------------- ------------------------- ----------------------- ---------
  中位年龄\[岁，*M*（范围）\]            21（6\~66）               32（16\~66）             \<0.001
  性别（男/女）                          24/24                     46/31                     0.286
  中位诊断至治疗间期\[d，*M*（范围）\]   55（14\~145）             46（1\~176）              0.292
  单纯红细胞输注依赖\[例（%）\]          7（14.6）                 17（22.1）                0.301
  单纯血小板输注依赖\[例（%）\]          8（16.7）                 5（6.5）                  0.080
  红细胞和血小板均输注依赖\[例（%）\]    33（68.8）                51（66.2）                0.771
  中位HGB\[g/L，*M*（范围）\]            66.5（41\~99）            69（27\~117）             0.861
  中位ANC\[×10^9^/L，*M*（范围）\]       0.64（0.51\~1.80）        1.04（0.24\~4.25）       \<0.001
  中位PLT\[×10^9^/L，*M*（范围）\]       13（2\~30）               16（5\~61）              \<0.001
  中位Ret\[×10^9^/L，*M*（范围）\]       32.5（20.0\~90.0）        33.3（14.6\~59.5）        0.448

注：Ret：网织红细胞绝对值；ATG/ALG：抗人胸腺／淋巴细胞球蛋白；CsA：环孢素A

2．治疗反应比较：接受ATG/ALG联合CsA治疗的48例TD-NSAA患者中，1例（2.1%）治疗后第12天因肺出血死亡。两种不同治疗方案治疗后3个月和6个月患者治疗反应情况见[表2](#t02){ref-type="table"}，ATG/ALG联合CsA组血液学反应与良好血液学反应率均明显高于CsA联合雄激素组。治疗后6个月ATG/ALG联合CsA组获得血液学反应的36例患者脱离血制品输注依赖的中位时间为36.5 (0\~149) d，明显短于CsA联合雄激素组的98 (14\~180) d（*P*\<0.001）；其中脱离红细胞输注依赖中位时间分别为26 (0\~123）d和90 (6\~180) d（*P*\<0.001），脱离血小板输注依赖的中位时间分别为32 (0\~149）d和83 (14\~180) d（*P*\<0.001）。

###### 两种不同治疗方案组输血依赖非重型再生障碍性贫血患者早期死亡及治疗反应比较\[例数（％）\]

        组别        例数   早期死亡   3个月治疗反应   6个月治疗反应                
  ----------------- ------ ---------- --------------- --------------- ------------ ------------
   ATG/ ALG+CsA 组  48     1（2.1）   34（70.8）      13（27.1）      36（75.0）   20（41.7）
    CsA +雄激素组   77     0          35（45.4）      8（10.4）       43（55.8）   17（22.1）
                                                                                   
        *P*值              0.384      0.006           0.015           0.031        0.020

注：ATG/ALG：抗人胸腺／淋巴细胞球蛋白；CsA：环孢素A

进一步比较不同输血依赖类型患者接受两种方案治疗后的治疗反应情况，结果见[表3](#t03){ref-type="table"}，单纯红细胞输注依赖患者和单纯血小板输注依赖患者接受ATG/ALG联合CsA与CsA联合雄激素治疗的血液学反应率及良好血液学反应率差异均无统计学意义；而在红细胞与血小板均输注依赖的患者中，ATG/ALG联合CsA组血液学反应率和良好血液学反应率均高于CsA联合雄激素组（*P*值均为0.031）。

###### 不同输血依赖类型非重型再生障碍性贫血患者接受不同方案治疗后6个月治疗反应的比较\[例数（％）\]

  组别                        例数   血液学反应   *P*值   良好血液学反应   *P*值
  -------------------------- ------ ------------ ------- ---------------- -------
  单纯红细胞输注依赖                              1.000                    0.356
   ATG/ ALG+CsA 组             7     5（71.4）              4（57.1）     
   CsA +雄激素组               17    12（70.6）             5（29.4）     
  单纯血小板输注依赖                              0.510                    1.000
   ATG/ ALG+CsA 组             8     7（87.5）              4（50.0）     
   CsA +雄激素组               5     3（60.0）              3（60.0）     
  红细胞和血小板均输注依赖                        0.031                    0.031
   ATG/ ALG+CsA 组             33    24（72.7）             12（36.4）    
   CsA +雄激素组               51    25（49.0）             7（13.7）     

注：ATG/ALG：抗人胸腺／淋巴细胞球蛋白；CsA：环孢素A

3．治疗后6个月影响血液学反应相关因素分析：按照性别、不同治疗方案分组；年龄，诊断至治疗间期，基线HGB、ANC、PLT、Ret按照中位数进行分组。对TD-NSAA患者各因素与治疗后6个月血液学反应进行单因素分析，结果见[表4](#t04){ref-type="table"}，以*P*≤0.1为入方程条件，PLT与治疗方案显示对6个月血液学反应有影响。将上述因素纳入多参数Logistic回归，结果显示ATG/ALG联合CsA\[*OR*=3.931 (95% *CI* 1.594\~9.691），*P*=0.003\]、基线PLT≥15 × 10^9^/L \[*OR*=4.282（95%*CI* 1.819\~10.077），*P*=0.001\]为获得6个月血液学反应的独立影响因素。

###### 125例输血依赖非重型再生障碍性贫血患者治疗后6个月血液学反应的单因素分析\[例数（％）\]

  因素               例数   血液学反应   χ^2^值   *P*值
  ----------------- ------ ------------ -------- -------
  年龄                                   1.902    0.168
   \<27岁             59    41（69.5）           
   ≥27岁              66    38（57.6）           
  性别                                   0.215    0.643
   男                 70    43（61.4）           
   女                 55    36（65.4）           
  诊断至治疗间期                         0.332    0.565
   \<50 d             61    37（60.6）           
   ≥50 d              64    42（65.6）           
  HGB                                    0.723    0.395
   \<67 g/L           59    35（59.3）           
   ≥67 g/L            66    44（66.7）           
  ANC                                    0.289    0.591
   \<0.85×10^9^/L     61    40（65.6）           
   ≥0.85×10^9^/L      64    39（60.9）           
  PLT                                    7.101    0.008
   \<15×10^9^/L       62    32（51.6）           
   ≥15×10^9^/L        63    47（74.6）           
  Ret                                    0.060    0.807
   \<32.2×10^9^/L     58    36（62.1）           
   ≥32.2×10^9^/L      67    43（64.2）           
  治疗方案                               4.665    0.031
   ATG/ ALG+CsA       48    36（75.0）           
   CsA +雄激素        77    43（55.8）           

注：ATG/ALG：抗人胸腺／淋巴细胞球蛋白；CsA：环孢素A

4．疾病复发及克隆演变：获得血液学反应的86例患者中3例复发，均为CsA不能耐受或自行过快减量所致，复发率为3.5%，其中ATG/ALG联合CsA组2例（2/42，4.8%），CsA联合雄激素组1例（1/44，2.3%），差异无统计学意义（*P*=0.612）。

48例ATG/ALG联合CsA组患者中，1例PR患者治疗后15个月进展为骨髓增生异常综合征难治性血细胞减少伴有多系发育异常（MDS-RCMD）；1例于治疗后3个月出现47, XY, +?Y\[3\]/46, XY\[13\]克隆性染色体异常，治疗后6个月染色体核型恢复正常，考虑为一过性细胞遗传学异常；6例新发PNH克隆，无溶血性贫血特征性临床表现或生化溶血检查证据。77例CsA联合雄激素患者中，无一例出现MDS转化和细胞遗传学异常克隆演变；5例新发PNH克隆，其中4例无临床或生化溶血证据，1例为经典型PNH。比较两治疗方案组PNH克隆演变发生率，差异无统计学意义（12.5％对6.5%，*P*＝0.332）。

5．生存分析：ATG/ALG联合CsA组和CsA联合雄激素组患者中位随访时间分别为35 (8\~93）个月、31 (5\~65）个月。ATG/ALG联合CsA组患者预期3年OS及PFS率分别为97.9%、71.2%，CsA联合雄激素组分别为100.0%、59.5%，差异均无统计学意义（OS：χ^2^=1.458，*P*＝0.227；PFS：χ^2^=1.462，*P*＝0.227）。

讨论 {#s3}
====

NSAA临床表现异质性极大，部分患者仅轻微血细胞减少，血液学参数长时间保持稳定，生活质量良好；部分患者则外周血细胞缓慢进行性下降，逐渐出现输血依赖或进展到SAA[@b5]。对于非输血依赖NSAA患者采用"等与看"、不须特殊治疗干预的策略还未达共识，但对于TD-NSAA患者需积极治疗则少有争议[@b5]--[@b6]。前瞻性随机临床试验已经证明，IST可改善TD-NSAA患者血细胞减少、缓解输血依赖。与单用CsA比较，ATG联合CsA的IST可获得更高的血液学反应率（74％对46%，*P*=0.02）和更好的血液学反应质量[@b1]。基于此，英国血液学标准委员会推荐TD-NSAA一线治疗应采用ATG联合CsA方案[@b6]。

CsA单药治疗AA的疗效研究非常少。Gluckman等[@b7]对初治SAA患者单用ATG或CsA治疗，3个月无效进行交叉换药，3个月和12个月两组血液学反应率和OS率相当。Maschan等[@b8]报告13例儿童NSAA患者接受CsA单药治疗8周，其中11例（85%）获得血液学反应，4年实际OS率为85%。

ATG治疗须住院进行，常伴明显即刻输注不良反应和血清病反应，需更加积极的支持治疗，费用昂贵。临床实践中，除部分TD-NSAA患者采用英国血液学标准委员会指南[@b6]推荐的ATG联合CsA方案外，更多的患者接受CsA联合雄激素方案或雄激素、CsA单药治疗。迄今尚无进行前瞻性对照研究比较CsA联合雄激素治疗TD-NSAA是否可获得与指南推荐的ATG联合CsA方案相同的疗效。

雄激素可增强AA患者造血细胞端粒酶活性，提高造血细胞增殖能力，促进外周血细胞恢复[@b9]，在残存造血细胞相对较多的NSAA中有可能改善外周血细胞计数[@b10]。文献报道使用雄激素治疗AA的疗效结果差异较大，Champlin等[@b11]报告SAA/VSAA患者接受ATG联合或不联合雄激素治疗并不明显增加血液学反应率；Bacigalupo等[@b12]的结果则表明加用雄激素尽管并不显著改善近期生存率，但可提高AA患者ATG治疗的血液学反应率（56％对40%，*P*=0.04），在女性和ANC≤0.5×10^9^/L的患者中表现更为突出，而在纳入的与TD-NSAA相当的ANC\> 0.5×10^9^/L患者中，ATG治疗基础上加用雄激素并未带来血液学反应率的提高（64％对61%，*P*=0.10）。Young等[@b13]报道的一项多中心临床研究显示，纳入的44例NSAA和慢性（病史\>3个月）SAA患者中25例接受ATG治疗后3个月，7例（28%）获得血液学反应，而19例采用大剂量雄激素治疗者无一例获得血液学反应；Jiang等[@b14]采用ATG联合CsA及雄激素治疗儿童NSAA患者血液学反应率为83.3%，明显高于CsA联合雄激素治疗组的41.7%（*P*=0.006），前者CR率为27.8%，也明显高于后者的8.3%，ATG联合CsA及雄激素治疗组进展为SAA患者也明显低于后者（*P*=0.021）。

为减少NSAA异质性对结果的影响，我们仅回顾性分析TD-NSAA患者，结果显示ATG/ALG联合CsA治疗患者OS率与CsA联合雄激素组相当，但治疗后3个月、6个月血液学反应率和良好血液学反应率均明显高于CsA联合雄激素组，且ATG/ALG联合CsA组脱离血制品输注时间短于CsA联合雄激素组，生存质量更优。单因素和多因素分析也均显示治疗方案对6个月血液学反应率有显著影响，采用ATG/ALG联合CsA治疗获得血液学反应的概率是CsA联合雄激素组的3.93倍。

分层分析不同输血依赖类型中两种治疗方案对患者疗效的影响，我们发现在红细胞和血小板共同输注依赖的患者中，ATG/ALG联合CsA较CsA联合雄激素治疗可获得更高血液学反应率和更好血液学反应质量；而单一系列输血依赖患者两种治疗方法血液学反应率相近。雄激素可促进肾脏分泌EPO，刺激红系祖细胞增殖以增加红细胞生成[@b15]--[@b16]。考虑到单纯红细胞输注依赖和单纯血小板输注依赖患者样本数均较小，检出两种方案治疗反应差异的效能过低，对本研究CsA联合雄激素与ATG/ALG联合CsA治疗单一系列TD-NSAA血液学反应差异无统计学意义的结论应慎重解释。

NSAA治疗的目的主要是延长生存期和改善生活质量。本研究结果虽然显示ATG/ALG联合CsA一线治疗TD-NSAA血液学反应率和良好血液学反应率均优于CsA联合雄激素组，但两种治疗方案患者3年OS率和PFS率并差异无统计学意义。我们认为这主要与近年支持治疗改善和本研究随访时间相对较短有关，未达良好血液学反应、甚至无治疗反应患者存活时间较以往明显延长。随着时间的延长，获得血液学反应者最终将会被证明有更高的生存机会。

综上，我们的回顾性研究结果表明，一线采用CsA联合雄激素方案治疗TD-NSAA，患者血液学反应率和血液学反应质量均不及ATG/ALG联合CsA方案治疗者；ATG的应用并未增加早期死亡率。提示TD-NSAA患者CsA联合雄激素治疗并非理想选择，应优选ATG/ALG联合CsA方案治疗。
